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Neue kUnstliche Gewebe, Verfahren zu ihrer Heretellung und ihre Verwendung 
Beschreibung 

5 Die Erfmdung betrifR neue kQnstliche Gewebe, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre 
Venwendung sowie Zellinteraktionssysteme zur Induktion kunstlicher Gewebe zum Zwecke 
der Herstellung vitaler Transplantate und zur Etablierung von Krankhertsmodellen. Derartige 
Zeliinteraktionskultursysteme fur in vitro Organ- und Gewebemodelle elgnen sich zur 
Herstellung dreidimensionaler Zellgewebe mit Hilfe dreidtmensionaler Trdgerstrukturen, die 

10 die Blldung einer extrazelluldren Mathx (ECM) eriauben, aber zundchst selbst noch keine 
ECM aufweisen. Die enge Interaktion artiflzieller Gewebe enmOglicht den Aufbau von 
Modetlen fur Erkrankungen. wobei an den Grenzzonen Zell- und Matrixverdnderungen 
dutch du&ere Einflusse, z.B. durch Medikamentengat>e. gepruft werden kdnnen. 
Es sind zahtreiche Zellkuttursysteme bekannt, in denen eine extrazellulare Matrix (ECM) 

15 beschrieben worden ist So wird in der Patentschrift DE 3410631 ein tmplantationsmaterial 
zur WtederhersteJIung defekter Knorpel Oder Knochen vorgestetit, das entweder in Gelform 
Oder eingebettet in natOrtlches Oder kunstliches Knochenmaterial vortiegt. Das Gel enthdit 
embryonale artspezifische Chondrozyten oder Mesenchymzellen und vorzugsweise auch 
eine extrazelluldre Matrix von Chondrozyten und Wachstumshormone. In der US (US- 

20 Patentschrift) 4801299 werden Kdrparimplantate in Form etner extrazellularen Matrix auf 
der Basis von Koliagen vorgeschlagen. 

Eine Methode zur Geweberegenerierung mit Hilfe einer extrazelluldren Matrix-tnduktion 
bildet den Gegenstand der US 4935000. Extrazellulare Matrizes finden weiterhin im 
Zusammenhang mit der Wiederherstellung der menschlichen Haut. kosmetischen 
25 Kompositionen (US 5055298) sowie auf Koliagen- Oder Fibronektin-Basis zum Anheften 
von T-Zellen (US 5188959 und 5354686) Verwendung. Koliagen (Typ I) als Grundmatrix fiir 
die stationdre Phase bipolar adh£lrierter Hepatozyten einer Zeilkultur wird in der DE 
4336399 beschrieben. 

Die funktionelle Immobliisierung von Enzymen. Proteinen und ganzen Zellen auf fasten, 
2o biokompatiblen Trdgermaterialien mittels elektrostatischer Wechselwiricung zwischen der 
Oberfldchenbeschichtung des Festkdrpers und dem zu fixierenden Adsorisat bildet den 
Gegenstand der DE 4323487. In der WO 92/20780 (DE 4116727) wird die gleichzeitige 
Kultivierung unterschiedlicher Sdugerzellen, die separate Gewinnung verschiedener 
Saugerzellprodukte sowie die Modellierung von Organwechselwirt^ungen auf humoraler 
36 Ebene beschrieben. 
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Bei der Herstellung von Impiantaten sind Verfahren bekannt geworden, die von 
Polymerfaserbundeln aus resorbierbarem Matenal ausgehen. auf das isolierte und 
venmehrte Zetlen gebracht und die Biindel implantiert werden. In der WO 90/12603 werden 
dreldlmensionale Trdgerstrukturen genannt. die in der Fomrt des zu ereetzenden Organs 
5 ausgebildet und mit den gewiinschten Zelten versetzt sind. Bei dreidimensionalen 
TrSgerstfukturen besteht jedoch die Schwierigkeit, die ZeUen im Inneren des Implantates 
ausreichend mit NShrstoffen zu versorgen. 

Mit der DE 4306661 wird die Herstellung eines Implantates aus Zellkutturen beanspmcht. 
Demnach warden Knorpelzellen auf eine resorbierbare, vorgefomite. dreidlmensionale 

10 Tragerstmktur - die der gewiinschten Stojktur des Implantates entspricht - gebracht und die 
Struktur mit einem Material ummantelt, durch das eine Ndhrldsung diffundieren kann, Auf 
diese Weise Id&t sich durch ein Aneinanderbinden von Zelien eine interzellulSre Matrix 
ausbilden. Das kunsUich hergestelite Knorpelgewebe ist wShrend und nach einer 
Transplantation einer Reihe von negativen EinflQssen ausgesetzt. die eine langfristige 

15 Stabilitat des Gewebes gefShrden (Buja-J et al., Ann-Rheum-Dis. 1994 Apr. 53(4): 229-34). 
Besonders wichtig ist dies z.B. bei Patienten. die unter Arthrose Oder rheumatoider Arthritis 
leiden. Hier muS das implantierte Gewebe den krankhaft degenerativen und entzundlichen 
Prozessen lokai entgegenwirken. 

Es sind mehrere Verfahren zur Herstellung transplantierbarer Knorpelersatzgewebe 
20 bekannt (Vacanti CA et al., Plastic and Reconstructive Surgery, 8:753-759. 1991; Sittinger 
M. etal.. Biomaterials 1994, 15:451-456). 

Es sind auch Moglichkeiten beschrieben worden, Zelien der Gelenkinnenhaut ex vivo mit 
vorwiegend antientzundllchen Genen auszustatten und dann wieder zu implantieren 
(Evans, C. H. and P. D. Robbins, 1994: Gene therapy for arthritis. In Gene therapeutics: 
25 Methods and applications of direct gene transfer. J. A. Wolff, editor. Birkhauser, Boston, 
312-343). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue kunstliche Gewebe zur VerFQgung zu 
stellen. Verfahren zu ihrer Herstellung zu entwickein und ihre medizinische Anwendung zu 
30 ermdglichen. 

Die Aufgabe wurde durch die Bereitstellung neuer kunstlicher interagierender Gewebe 
geldst die aus neuen dreidimensionalen extrazelluldren Matrizes (ECM) in vemetzbaren 
Stmkturen. Zelllnteraktionssystemen zur Induktion kunstlicher dreidimensionaler Gewebe 
sowie aus gentechnlsch nrmnipulierten Zelien. die immunsuppressive oder 
36 zelldifferenzterende Faktoren freisetzen, bestehen. 
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Erfindungsgemdfi werden Zellinteraktionssysteme zur Induktion kunstlicher 
dreidimensionaler Gewebe derart eingesetzt, da& Kulturen, die eine extrazelluldre Matrix 
besitzen Oder entuvickeln, mitelnander uber Membranen verbunden sind Oder in direktem 
Kontakt stehen Oder miteinander vermengt sind. So erfolgt die Induktion eines artifiziellen 

5 Zellgewebes zu z.B. Knorpel- Oder Knochengewebe durch transfizierte Zeilkulturen Oder 
dreidimensionaie Kulturen von Periost- Oder Perichondriumzeilen. Die Aufgabe, eine 
Stabilisiemng der Transplantate zu en^ichen, wurde durch eine genetische Manipulation 
von Zellen geldst, insbesondere dadurch, da& menschliche Zellen mil bestimmten Genen. 
Z.B. bone morphogenic protein, lnter1eukin-1-Rezeptor-Antagonist Oder TGF-& ausgestattet 

10 und danach zu einem neuen Knorpelgewebe gezuchtet werden. 

Die Erfindung besteht in einer Kombination neuer und bekanntsr Elemente, die derart 
zusammenwirken. dafi Produkte mit neuen und vert)es5erten Eigenschaften entstehen. 
Das erfindungsgemi&e Zellinteraktionssystem (Figur 1) besteht aus der NShrtosung/ dem 
Kuhlbehdlter 1. der Tropfenbildungskammer 2, der Mischungskammer 3, der 

15 Perfusionskammer 4 (mit Wdrmeplatte), der Mengenmessungseinrichtung 5 (optische 
Kontrolle), der Probeentnahme 6. der Mediumaustaufkammer 7 und dem Interface/ PC 8. 
ErfindungsgennaQ werden dreidimensionaie Zellgewebe mit Hilfe dreidimensionaler 
Trdgerstrukturen. z.B. resorbierbare Polymervliese« hergestellt Fur die Herstellung eines 
Knorpelgewebes z.B. werden entdifferenzierte (vermehrte) Knorpelzellen oder 

20 undifferenzierte mesenchymale Vorlauferzellen verwendet. Dtfferenzierte Knorpelzellen 
vom Patienten stehen normaterweise nur In geringer Menge (operativer Eingriff notwendig) 
zur Verfugung. 

Um ein differenzierendes Mikromilieu zu schaffen, wird a) eine undifferenzierte 
Zellsuspension mit kdrperetgenen Zellen oder Zellaggregaten eines definierten 

25 (differenzierten) Phanotyps gemischt, werden b) definierte (z.B. differenzterte) oder 
genetisch manipulierte karperfremde Zellen in einem Gel oder Vlies suspendiert und um 
das Gewebe herum bzw. direkt an das zu differenzierende Gewet>e gelagert. 
Die Anordnung dieses Verfahrens stellt eine definierte Kontaktzone zwischen zwei 
artifiziellen dreidimensionalen Zellgeweben her. Diese Kontaktzone dient als Testsystem fiir 

30 Erkrankungen. An den Grenzzonen kdnnen Zell- und Matrixverdnderungen, z.B. t>ei der 
Gat>e von Medikamenten, gepruft werden. 

Die erfindungsgemd&en Interaktionszellkultursysteme eignen sich zur Verwendung als in 
vitro Organ- und G6wet>emodelle. 

Qberraschenderweise hat sich herausgestellt, daQ z.B. die Induktion eines artifiziellen 
35 Zellgewebes zu Knorpel- Oder Knochengewebe durch transfizierte Zeilkulturen oder 
dreidimensionaie Kulturen von Perlost- Oder Perichondriumzeilen, die eine extrazelluldre 
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Matrix entwickein oder besitzen, den Aufbau von Modellen fQr Erkrankungen eriauben. bei 
denen insbesondere die extrazelluldre Matrix eine Rolle spielt. Die Venrandung der neuen 
interagierenden kiinstiichen Gewebe besteht in der Hersteflung vitaler Transpiantate. die 
zur in-vitro Simulation pathogenetischer und infektidser Prozesse, zur Etablierung von 
Krankheitsmodellen und zur Testung von Wirkstoffen geetgnet sind. 

Figur 2 zeigt Zeil- und Gewebeanordnungen 
Serielle Kultur Faktoren aus dem Gewebe (links) wirtien auf das Gewebe rechts. 

Oer Faktor aus dem Gewebe rechts wirkt nicht auf das Gewebe links. 
Sandwich-Kultur Zwei oder mehrere kunstliche Gewebe tiegen Qbereinander Oder 

anelnander (Kontaktzonen). 
Integrierte Kuttur Dabei handelt es sich um eine Mischung unterschiedlicher 

Zellen zum Zwecke der Oifferenzierung etnes Gewek>es. 
FlieBende Zellen: Ein Gemisch suspendierter Zellen (z.B. Lymphozyten oder auch 

Mikroorganlsmen) str5men entlang eines artifiziellen Gewebes (z.B. 

Endothel) und haften dort an, wenn die Zellen passende Rezeptoren 

exprimienen. 

Figur 3: 

- oberes Bild: Der Zweck der Zellmischung besteht darin. mit den wenlgen differenzierten 
bzw. differenzierenden Zellen mdglichst viele der undifferenzierten Zellen zu differenzieren. 
80% der undifferenzierten mesenchymalen Zellen und 20% der differenzierten 
Knorpelzellen befinden sich zusammen in einem Gewek>e (Gewebe 1). 

Korperfremde oder genetisch manipuHerte Zellen werden, wenn sie differenzierende 
Faktoren produzieren. um das Gewebe 1 herum angeordnet. 

- unteres Bild (Kontaktzone): Bei der rheumatoiden Arthritis zerstoren synoviale Zellen in 
den Gelenken der Patienten den Gelenkknorpel. indem seine Oberfldche und extrazellulare 
Matrix zerstdrt werden und schlie&lich synoviale Zellen In den Knorpel eindringen. 

Die erfindungsgemaa stabilisierten transplantierbaren Knorpelgewet>e bestehen aus einer 
neuen extrazellularen Matrix (ECM) in dreidimensionalen Strukturen. aus vemiehrten 
Knorpelzellen. aus vemetzbaren / polymerisiert>aren Polypeptiden oder Polysacchariden 
und aus Zellen. die aufgrund gentechnischer Manipulation Matrixmolekule, 
immunsuppressive Oder zelldifferenzierende Faktoren freisetzen. Ihre Strukturen sind aus 
dreidimensionalen Faserstrukturen. dreidimensionalen Gewel>en. aus Fibrin und aus einer 
das kunstliche Knorpelsystem umgebenden semlpenneablen Membran zusammengesetzt 
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Eine gewunschte Form setzt sich z.B. aus einem SilicorvNegativ, Faserwolle Oder 
Faserstrukturen aus resorbierbaren Polymeren. wie a-Hydroxys^uren und die 
semipermeable Membran aus Poiyetektrolytkomplexen. wie Polylysin Oder Hyaluronsdure 
zusammen. 

5 Die Verfahren zur Hersteliung von transplantierbarem Knorpelgewebe bestehen darin, datL 
polymerisierbare Ldsungen enthattende Knorpelzellsuspensionen und gentherapeutisch 
verdnderte Zellen in dreidimensionale Strukturen gefullt, mit Thrombin oder 
polymerisationsinduzierenden Faktoren verfestigt die Zeiten in dieser dreidimensionalen 
Struktur eine neue extrazellulSre Matrix (ECM) produzieren und das Knorpelsystem mit 
10 einer semipermeablen Membran umgeben wird. 

Die polymerisiert>aren Ldsungen bestehen aus vemetzbaren / polymerisierbaren 
Polypeptiden Oder Polysacchariden und die verdnderten Zellen aus solchen. die aufgrund 
gentechnischer Manipulation Matnxmolekule, immunsuppressive Oder zelldifferenzierende 
Faktoren freisetzen. 

15 Ats Potypeptid wird Fibrinogen in der Weise eingesetzt, da& fibrinogenhaltige 
Zellsuspensionen in Strukturen aus dreidimensionalen Faserstrukturen Oder aus 
dreidimensionalen Geweben gefQIlt und mit Thrombin verfestigt werden. 
Das Fibrinogen wird aus dem Patienten gewonnen. von dem die Zellen stammen und/oder 
in den das dreidimensionale Knorpelgewebe implantiert werden soli. 

20 ErftndungsgemdQ werden alle Oder ein Teil der Zellen mit einem oder mehreren der 
fotgenden Gene gentherapeutisch verdndert: TGF-&» bone morphogenetic proteins. 
Morphogene. Rezeptoren fur Morphogene, antiinflammatorische Zytokine, 
Zytokinantagonisten. wie IL-1- Antagonisten. IL-1-Rezeptorantagonist« TNF-Antagonisten 
Oder mrt Proteaseinhibitoren (TIMP, PAI). 

25 Dabei lassen sich verschiedene Zellen mit jeweils nur einer genetischen Manipulation Oder 
mehrere Zellen mtt verschiedenen genetischen Manipulationen mit unveranderten Zellen 
kombinieren. Die eingebrachten Gene werden vonLjt>ergehend oder permanent exprimiert. 
Oberraschenderweise lassen sich Formgebung und genetische Manipulation einsetzen. um 
eine Polarisierung, kiasierend auf einer ungleichen Verteilung von genetlsch manipulierten 

30 Zellen und unveranderten Zellen. zu enreichen. 

Ein weiteres Merkmal der Erfindung besteht darin, da& genetisch manipulierte und 
unveranderte Zellen in getrennte kunstliche Gewebe eingebracht und geformt und zu einem 
Gesamtgewebe kombtniert oder geformte Gewebe mit genetisch manipulierten Zellen und 
Gewek>e mit unveranderten Zellen schichtweise oder durch Umhullung oder zwei bzw. 

36 mehrere Gewet>e mit jeweils verschiedenen genetischen Manipulationen schichtweise oder 
durch Umhullung kombiniert werden. 
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Gew6be, die genetisch manipulierte Zellen enthatten. lassen sich mit Geweben. die 
genetisch unverdnderten Zellen enthalten. kombinieren. 

Die erfindungsserndQ hergesteltten Knorpelgewebe besitzen insbesondere 
immunsuppressive Eigenschaften. 
5 Es hat sich ubenaschenderweise herausgestellt, da& die erfmdungsgemsae 
Vorgehensweise zum in vivo Schutz und zur in vivo Erhaltung in vitro hergestellter 
Knorpelgewebe geeignet ist und da& die erfmdungsgemaaen Knorpelgewebe zur Therapie 
von Knorpelschdden be! Patienten mit rheumatoider Arthritis eingesetzt werden kannen. Es 
ist femer uberraschend. da& die erfindungsgerndft eingesetzte semipermeable Membran, 
10 mit der die hergestellte Knorpelgewebe vor, wdhrend und einlge Zeit nach der Implantation 
umgeben werden. Schutz bieten vor immunologischen und dedifferenzierenden 
Reaktivitdten. 

Die Erfindung soil anhand von Ausfuhrungsbeispielen ndher eridutert werden. 

15 

AusffUhrungsbeispiele 

Beispiel 1: Dreidimensionales Zellgewet>e 

20 Ein dreidimensionales Zellgewebe wild mit Hllfe dreidimensionaler Trdgerstrukturen 
(resorbierbares Polymen/lies) hergestellt FQr die Herstellung eines Knorpelgewebes 
werden (a) entdifferenzierte (vermehrte) Knorpelzellen Oder (b) undifferenzierte 
mesenchymale VorlSuferzellen venvendet. Die in der Vliesstruktur zu verteilenden Zellen 
werden dabei erst in einer Fibrinogenlbsung suspendiert. Die Zellsuspension wird in den 

25 Vliestrdger gefutlt und durch Thrombinzugabe verfestigt. 

Beispiel 2: Dtfferenzierendes MIkromilieu 

Urn ein differenzierendes Mikromilieu zu schaffen, wird (A) eine undifferenzierte 

Zellsuspension mit korpereigenen Zellen Oder Zellaggregaten eines differenzlerten 
30 PhSnotyps 6:1 gemischt. (B) drfferenzierte - aber kdrperfremde - Zellen in einem Gel Oder 

Polymerviies suspendiert und rund um das Gewebe bzw. direkt an das zu differenzierende 

Gewebe angelagert 

Das differenzierende Mikromilieu kann 

1. durch differenzierte Knorpelzellen 
35 2. mit BMP (bone morphogenetic protein) transfizierten Zellen 
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3. mit alien Zetlen (Periost und Perichondriumzellen), Geweben (Periost, Synovia) Oder 
Gewebekomponenten (Matrix), die parakrin Knorpel-dtfferenzierende Faktoren produzieren 
Oder freisetzen. 

geschaffen werden. Derzeit bekannte Faktoren sind z.B. bone morphogenetic proteins. 
5 cartilage drived morphogenetic proteins, transfonmig growth factor beta (Luyten. F.P. et al., 
Acta Orthop. Betg.. 58 SuppL 1 (1992) 263-267; Exp. Cell Res. 1994, 210: 224-9; Chang, 
S.C. et a!., J. Biol. Chem, 1994. 269: 28227-28234). 

Die Anordnung dieses Verfahrens stellt eine definierte Kontaktzone zwischen zwei 
artifiziellen drekiimensionalen Zellgewek>en her. 

10 

Beispiel 3: Modell Rheumatoide Arthritis 

Aggressive Zellen aus der Synovia eines Patienten mit rheumatoider Arthritis (3[>Gewebe 
1) invadieren das Knorpelzellgewebe (3D-Gewebe 2) in vitro. 

15 Beispiel 4: Knorpelgewebe 

Vermehrte Knorpetzellen oder mesenchymale Vortduferzellen unterschiedlichen Reifungs- 
und Differenzierungsgrades werden in einer Fibrinogenfdsung suspendiert, die 
Zellsuspension in einem resorbierbaren Polymervlies verteilt. Faktoren oder Komponenten 
der entsprechenden extrazelluldren Matrix. die dem Wachstums- und 

20 DrfferenzierungsprozeG fdrderiich sind. zugesetzt und durch Thrombinzugabe verfestigt und 
einem differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt. 

Beispiel 5: Knochengewebe 

Zellen osteogenen Ursprungs unterschiedlichen Reifungs- und Differenzierungs-grades 
25 Oder mesenchymale Voriduferzellen werden in einer Fibrinogenldsung suspendiert, die 
Zellsuspension in einem resori>ierbaren Polymertconstukt verteilt, Faktoren oder 
Komponenten der entsprechenden extrazelluldren Matrix, die dem Wachstums- und 
DifferenzierungsprozeQ fdrderiich sind, zugesetzt und durch Thrombinzugabe verfestigt und 
einem differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt. 

30 

Beispiel 6: Modeil "Rheumatoide Arthritis / in*vitro Pannusgewebe" 

Zellen der Synovialmembran eines Patienten mit rheumatoider Arthritis (3E>Gewebe 1) 
treten wie im Beispiel 3 mit Knorpelzellgewebe (3D-Gewebe 2) in vitro in Wechselwirtcung. 

36 Beispiel 7: Transplantation von kiinstlich hergestelltem Knorpelgewebe zur Therapie von 
Knorpelschdden be\ Patienten mit rheumatoider Arthritis 

7 
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Mesenchymale Zellen einer Gewebeprobe eines Patienten werelen in vitro ausreichend in 
Monolayerkultur venmehrt und tellweise mit einem Gen fCir BMP (bone morphogenetic 
protein) transfiziert. Die Zellen werden in einer fibrinogenhaltigen Ldsung suspendiert und 
dann in etne TrSgerstruktur gebracht (z B. resorbierbare Polymervliese aus Polylaktid und 
5 Polyglykolid). Die Suspension wird dann in der Stnjktur durch Thrombinzugabe verfestigt. 
Das Gewebe kann sofort Oder nach einer in vitro Reifung in das Gelenk des Patienten 
transplantiert werden. 

Beispiel 8: Andere kunstliche Gewebe - Knochen. Leber. Niere. Gefd&e, Haut 
10 Vergleichbar zu Beispiel 1 wifd ein Tell der Zellen mit einem gewunschten Gen manipuliert 
und diese gentherapeutisch verdnderte Population unter Venwendung von Tragerstmkturen 
und Fibrin in eine bestimmte Fomi gebracht. Dieser Struktur werden dann genetisch 
unverSnderte Zellen ebenfalls unter Venwendung fonmgebender Stnjkturen angelagert. so 
daQ ein Diffusions- und damit Wirkungsgradient fiir gentechnisch eingebrachte Wirkstoffe 
15 auf die unbehandeiten Zellen einwirlcen kann. Dies dient zur Polarisierung der in vitro 
hergestellten Gewebestrukturen vergleichbar der Polarisierung im nativen Gelenkknorpel. 
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PatentanspiUche 

1. Neue kunstliche Gewebe. bestehend aus neuen dreidimensionalen extrazellulSren 
Matrizes (ECM) in vemetzbaren Strukturen, Zellinteraktionssystemen zur Induktk^n 
kunstltcher dreidimensionaler Gewebe sowie aus gentechnisch manipulierten ZeUen, die 
immunsuppressive oderzelldifferenzierende Faktoren freisetzen. 

2. Gewebe nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die Zellinteraktionssysteme 
zur Induktion kQnstlicher dreidimensionaler Gewebe aus Kulturen bestehen, die eine 
extrazelluidre Matrix besitzen Oder entwickein, nniteinander Qber Membranen verbunden 
sind Oder in direktem Kontakt stehen Oder miteinander vermengt sind. 

3. Gewebe und Zellinteraktionssysteme nach Anspmch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
da& zur tnduktion eines artrfiziellen Zellverbandes zu Knorpel- Oder Knochengewebe 
genetisch manlpulierte Zellen oder dreidimensionale Kulturen von Periost- Oder 
Perichondriumzellen in einem differenzierenden Mtkromilieu eingesetzt werden. 

4. Verfahren zur Herstellung neuer kunstlicher Gewebe mit Hilfe von 
Zellinteraktionssystemen, dadurch gekennzeichnet, daf^ vermehrbare Zellen 
unterschiedlichen Relfungs- und Differenzierungsgrades suspendiert, die Zellsuspension 
in einem rasorbterbaren Polymen/lies verteilt. Faktoren Oder Komponenten der 
entsprechenden extrazellulSren Matrix. die dem Wachstums- und 
Differenzierungsprozea fOrdertich sind, zugesetzt und einem differenzierenden 
Mikromilieu ausgesetzt werden. 

5. Verfahren zur Herstellung neuer Gewet>e nach Anspmch 4. dadurch gekennzeichnet, 
dad zur Gewinnung eines Knorpetgewebes mit Hilfe des Zellinteraktionssystems 
vermehrte Knorpelzellen Oder mesenchymale Vortduferzellen unterschiedlichen 
Reifungs- und Differenzierungsgrades in einer Fibrinogenldsung suspendiert, die 
Zellsuspension in einem resort>ierbaren Polymervlies verteilt, Faktoren oder 
Komponenten der entsprechenden extrazeiluldren Matrix, die dem Wachstums- und 
DifferenzierungsprozeH fdrderiich sind, zugesetzt, durch Thrombinzugabe verfestigt und 
einem differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt werden. 

6. Verfahren zur Herstellung neuer Gewebe nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
da& zur Gewinnung eines Knochengewebes mit Hilfe des Zellinteraktionssystems Zellen 
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osteogenen Ursprungs unterschiedlichen Retfungs- und Differenzieaingsgrades Oder 
mesenchymale Voriduferzellen in einer Fibrinogenldsung suspendiert, die 
Zellsuspenston in einem resorbierbaren Polymerkonstaikt verteilt. Faktoren Oder 
Komponenten der entsprechenden extrazellulSren Matrix, die dem Wachstums- und 
DifferenzierungsprozeR fdrderiich sind, zugesetzt, durch Thrombinzugabe verfestigt und 
einem differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt warden. 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da& zur Erzeugung eines 
difrerenzierenden Mikromiiieus eine Suspenebn voher vermehrter, undifferenzierter 
Zellen mit autologen Zellen oder Zellaggregaten eines definierten Phdnotyps gemischt 
und in direkten Kontakt mit einem Gel oder Polymervlies, das dlfferenzierte. 
kdrperfremde Zellen enthdtt, gebracht wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 4 bis 7. dadurch gekennzeichnet. daG das differenzierende 
Mikromilieu 

a) durch dlfferenzierte Knorpelzellen 

b) mit BMP (bone morphogenetic protein). TGF oder venvandte Faktoren 
produzierende Zellen. wobei diese in unterschiedlicher Weise zweckentsprechend 
genetisch manlpuliert sein kdnnen, 

c) durch alia Zellen (z.B. Periost- oder Perichondriumzellen), Gewebe (Periost. 
Synovia) Oder Gewebekomponenten (Matrix), die knorpetdifferenzierende Faktoren 
produzieren oder freisetzen, 

erzeugt wird. 

9. VenAfendung neuer interagierender kunstllcher Gewebe nach Anspaich 1 bis 8 zur 
Herstellung vitaler Transplantate, zur in-vitro Simulation pathogenetischer und infektidser 
Prozesse, zur Etabiierung von Krankheitsmodellen und zur Testung von NA/irkstoffen. 

10. Venwendung nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. daC^ zur Etabiierung eines 
Modells "Rheumatoide Arthritis / in-vitro Pannusgewebe" Zellen der Synovialmembran 
eines Patienten mit iheumatoider Arthritis (3D-Gewebe 1) mit Knorpelzetlgewebe (3D- 
Gewet>e 2) in vitro in Wechselwirkung treten. 
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differenzierte Knorpelzellen 
(Gewebe 1. Transplantat) 



differenzierte Oder BMP- 
produzierende Zellen in Gel Oder 
Vlies (Gewebe 2) 




Synoviale Zellen 
(rheumatoide Arthritis) in Gel 
Oder Vlies (Gewebe 2) 

Differenzierte 
Knorpelzellen ini 
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